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1.1 Herzinsuffizienz – Definition und Epidemiologie 
Die Herzinsuffizienz ist ein komplexes klinisches Syndrom, das durch jegliche strukturelle 
oder funktionelle Herzerkrankung verursacht werden kann und das Herz daran hindert, sich 
adäquat mit Blut zu füllen oder das Blut ausreichend auszuwerfen (1, 2). 
Des Weiteren gehen mit einer Herzinsuffizienz Veränderungen im neurohumoralen System 
einher. Sowohl der Sympathikus, als auch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
(RAAS) werden aktiviert, um über eine Erhöhung der Herzfrequenz, eine Steigerung der 
Kontraktilität, einer peripheren Vasokonstriktion und einer vermehrten Retention von 
Natrium und Wasser die Auswurfleistung des Herzens zu verbessern (3). 
Die Guidelines der European Society of Cardiology (ESC) aus dem Jahre 2016 teilen die 
Herzinsuffizienz in drei Subkategorien anhand der Symptome und der Ejektionsfraktion 
(EF) ein. Bei einer EF von <40% liegt eine Herzinsuffizienz mit reduzierter 
Ejektionsfraktion (HFrEF), bei einer EF von ≥50% eine Herzinsuffizienz mit erhaltener 
Ejektionsfraktion (HFpEF) vor. Von einer Herzinsuffizienz mit mittelgradig eingeschränkter  
Ejektionsfraktion (HFmrEF) spricht man bei einer EF von 40 bis 49%. Des Weiteren kann 
die Herzinsuffizienz anhand des Schweregrades der Symptome in die NYHA-Stadien I bis 
IV eingeteilt werden (4).   
 
In Deutschland ist die Herzinsuffizienz der häufigste Grund für einen stationären 
Krankenhausaufenthalt. Die Prävalenz der Herzinsuffizienz liegt in Deutschland bei 3,9 
Prozent, jährlich kommen etwa 500.000 Neudiagnosen dazu. Prävalenz und Inzidenz der 
Herzinsuffizienz steigen mit dem Alter kontinuierlich an (5).  
Ursachen für ein chronisches Herzversagen sind weiterhin die koronare Herzkrankheit, 
chronische arterielle Hypertonie, Kardiomyopathien, Erkrankungen der Herzklappen und 
des Perikards, Myokarditis, pulmonale Hypertonie und kardiotoxische Substanzen (6). 
1.2 Grundlagen 
1.2.1 Frank-Starling-Mechanismus 
Der Frank-Starling-Mechanismus beschreibt die Anpassung des Herzens auf kurzfristige 
Schwankungen von Volumen und Druck. Bei erhöhter Vorlast (preload), zum Beispiel durch 
gesteigerten venösen Rückstrom, pumpt das Herz bei unverändertem Aortendruck ein 
erhöhtes Schlagvolumen. Bei erhöhter Nachlast (afterload), beispielsweise ein erhöhter 
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Aortendruck, pumpt das Herz zunächst ein reduziertes Schlagvolumen, da die Aortenklappe 
verspätet öffnen kann. In der nächsten Systole addieren sich das Füllungsvolumen und das 
erhöhte enddiastolische Volumen allerdings und es kommt wie bei der erhöhten 
Volumenbelastung zum Auswurf eines konstanten Schlagvolumens gegen einen erhöhten 
Aortendruck. Die Grundlage dieses Mechanismus ist, dass die Myofilamente im Herzen bei 
erhöhter Vordehnung eine größere Spannung entwickeln und sensitiver für Ca2+ im Zytosol 
werden. Physiologisch gesehen dient der Frank-Starling-Mechanismus der präzisen 
Abstimmung zwischen linkem und rechtem Ventrikel und verhindert damit langfristige 
Druck- und Volumenschwankungen im Kreislauf (7).  
1.2.2 Elektromechanische Kopplung 
Die elektromechanische Kopplung ist die Verknüpfung zwischen der 
Membrandepolarisation durch ein eintreffendes Aktionspotential und der Kontraktion der 
Myofilamente. Zentrale Rolle spielt hier die zytosolische Ca2+-Konzentration, die in einer 
ruhenden Herzmuskelzelle mit etwa 10-7 mol/l sehr niedrig liegt (7).  
 
Abbildung 1: Elektromechanische Kopplung Aktionspotentiale öffnen sarkolemmale  
Ca2+-Kanäle, was zu einer quantitativ höheren Ca2+-Freisetzung führt. Durch Bindung des 
Ca2+ an Troponin C kommt es zum Kontraktionszyklus. Na+/Ca2+-Austauscher (NCX) und 
ATPasen (ATP) transportieren Ca2+ aus dem Zytosol. RyR, Ryanodinrezeptor; PLB, 
Phospholamban (8). Mit freundlicher Genehmigung des Springer Nature-Verlages. 
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Eintreffende Aktionspotentiale öffnen spannungs-abhängige L-Typ-Ca2+-Kanäle, die 
sogenannten Dihydropyridinrezeptoren (DHPR). Calcium strömt entlang seines 
elektrochemischen Gradienten ein und triggert durch Aktivierung von Ca2+-Kanälen des 
sarkoplasmatischen Retikulums, sogenannten Ryanodin-Rezeptoren (RyR2), eine 
quantitativ noch höhere Ca2+-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum. Durch die 
Bindung des Ca2+ an Troponin C kommt es zum Kontraktionszyklus. Der Herzmuskel 
relaxiert, wenn die zytosolische Ca2+-Konzentration absinkt. Dafür sind vorwiegend die 
sarkoplasmatische Ca2+-ATPase (SERCA) und der zellmembranständige Na+/Ca2+-
Austauscher verantwortlich (8).  
1.3 Metabolismus im Herzen 
Der Anteil von Mitochondrien in den Kardiomyozyten beträgt 36% (7) . Hauptsächlich 
werden im Herzen Fettsäuren, Glucose und Laktat verstoffwechselt. 50 bis 60% der Energie 
wird aus freien Fettsäuren gewonnen, die im Herzen direkt zu Acetyl-Coenzym A (Acetyl-
CoA) verwertet werden. Etwa 30% der Energie stammt aus der Glucose, die über die 
Glykolyse zu Pyruvat und weiter zu Acetyl-CoA verstoffwechselt wird. Auch Laktat kann 
vom Herzen metabolisiert werden, meist zu etwa 20%. Dieses wird erst zu Pyruvat und dann 
weiter zu Acetyl-CoA verstoffwechselt. Acetyl-CoA wird in den Mitochondrien in den 
Citrat-Zyklus eingeschleust, wo es unter der Gewinnung von Reduktionsäquivalenten zu 
Kohlenstoffdioxid und Wasser abgebaut wird. Die dabei entstandenen 
Reduktionsäquivalente dienen der oxidativen Phosphorylierung und damit der Produktion 
von ATP, welches im Zytosol als Energielieferant für die Kontraktion dient (9).  
Bei erhöhtem Energiebedarf kommt es durch ß-adrenerge Stimulierung zur sogenannten 
„parallelen Aktivierung“: die Stimulation führt über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zur 
Freisetzung von Ca2+. Dieses Ca2+ steigert am Herzen Chronotropie, Inotropie, Dromotropie 
und Lusitropie und damit den ATP-Verbrauch. Das anfallende ADP wiederum stimuliert die 
Atmungskettenaktivität. Mitochondrial akkumulierendes Ca2+ stimuliert den Citratzyklus, 
um mehr Reduktionsäquivalente für die Atmungskette bereitzustellen (10) (siehe auch 
Abbildung 2). 
An der Atmungskette entstehen kontinuierlich reaktive Sauerstoffspezies (ROS), deren 





1.4 Reaktive Sauerstoffspezies 
Erhöhte ROS-Level wurden schon länger in der Herzinsuffizienz und bei anderen 
kardiovaskulären Erkrankungen nachgewiesen (11, 12). Beeinträchtigungen der 
elektromechanischen Kopplung, ebenso wie Arrhythmien können die Folge einer 
übermäßigen ROS-Produktion sein (13). 
 
Abbildung 2: Mitochondriale ROS-Balance An der Atmungskette (ETC) werden 
akzidentiell Elektronen auf Sauerstoff übertragen (·02
- ), dieses wird über Mangan-abh. 
Superoxiddismutasen (Mn-SOD) zu H2O2 und NADPH-abh. detoxifiziert. NADH wird im 
Krebs-Zyklus regeneriert und durch die NNT zu NADPH.  
GR, Glutathion-Reduktase; TR, Thioredoxin-Reduktase; MEP, Malatenzym; IDH2, 
Isocitrat-Dehydrogenase 2; MCU, mitochondrialer Calcium-Kanal (14). Mit freundlicher 
Genehmigung des Elsevier-Verlages. 
ROS entstehen aus einer Vielzahl von Quellen, sowohl exogener als auch endogener Natur. 
Ein Beispiel dafür ist die Gruppe der NADPH-Oxidasen (NOX). Eine andere Quelle von 
ROS sind Mitochondrien, genauer gesagt Komplex I und III der Atmungskette, wo 
akzidentiell Elektronen auf Sauerstoff übertragen werden und dadurch ·02
- entsteht (15).  
Verschiedene Mechanismen stehen der Zelle zur Verfügung, um ROS zu H2O zu 
detoxifizieren. Superoxiddismutasen (SOD) katalysieren die Reaktion von ·02
-
 zu H2O2,  
Glutathion-Peroxidasen und Peroxiredoxine metabolisieren H2O2 zu H2O weiter (12).  
Einige dieser Enzyme benötigen Nicotinamidadenindinukleotiddiphosphat (NADPH) als 
Protonendonator, welches durch die mitochondriale Transhydrogenase (NNT) regeneriert 
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wird. Das für diese Reaktion nötige NADH (Nicotinamidadenindinukleotid) stammt aus 
dem Krebszyklus. Die Reaktionsrichtung der NNT kann sich bei pathologischem 
Arbeitslastanstieg auch umdrehen. Dementsprechend stehen der Atmungskette mehr 
Reduktionsäquivalente zur Verfügung, allerdings auf Kosten erhöhter ROS-Werte durch 
verringerten Abbau (14).  
 
Abbildung 3: Die Rolle der NNT bei physiologischer und pathologischer Arbeitslast 
(14) Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlages. 
ROS spielen auch in physiologischen Prozessen, wie Zellmigration und -adhäsion, 
Proliferation und Hypertrophie, Angiogenese, Apoptose und Signaltransduktion eine Rolle 
(12). Dies geschieht über posttranslationale Modifikationen, genauer gesagt über 
posttranslationale Redox-Modifikationen. Besonders die Oxidation von Thiol-Gruppen 
scheint eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion zu spielen (16). 
Vor allem H2O2 kommt als Signal-Molekül in Frage, da es deutlich stabiler ist als andere 
Sauerstoff-Radikale (12). Dennoch war lange Zeit unklar, wie eine solche 
Signaltransduktion zustande kommt, denn redox-sensitive Proteine zeigen meist eine 
niedrige intrinsische Reaktivität gegenüber H2O2. Außerdem müssten Peroxiredoxine in der 
Lage sein, nahezu das gesamte H2O2 unschädlich zu machen (17). Man fand heraus, dass 
Peroxiredoxine nicht nur als Radikalfänger fungieren, sondern auch an der H2O2-
vermittelten Signaltransduktion mitwirken. H2O2 oxidiert Peroxiredoxin-2, das wiederum 
Reduktionsäquivalente auf den Transkriptionsfaktor STAT3 überträgt. STAT3 ist ein redox-
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regulierter Transkriptionsfaktor. Dies unterstützt die Existenz eines Modells, in dem 
Peroxiredoxine zusätzlich zu ihrer Funktion als Radikalfänger auch als Amplifikatoren eines 
ROS-Signals dienen (18).  
 
Abbildung 4: Modell des Redox-Signaling durch Peroxiredoxine H2O2 greift nicht direkt 
an den redox-sensitiven Proteinen an, sondern über ein Peroxiredoxin (18). Mit freundlicher 
Genehmigung des Springer Nature-Verlages. 
ROS-Signale haben eine hohe zeitliche und örtliche Auflösung, was eine hohe 
Kompartimentalisierung ermöglicht (12). Ein Mechanismus, über den redox-sensitive 
Proteine aktiviert und deaktiviert werden, sind sogenannte „Thiol-Switche“. Das sind 
Cysteine, die Thiol-Gruppen tragen. Diese Thiol-Gruppen können wie Lichtschalter durch 
Oxidation und Reduktion an- und ausgeschaltet werden (19). 
Es sind bereits Versuche unternommen worden, besagte Cysteine im Kardiomyozyten zu 
identifizieren. Allerdings konnten bisher nur wenige regulatorische Cysteine ausfindig 





1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit 
Ziel war ein Screening auf regulatorische Thiol-Switche, welche die rasche Adaptation von 
Kardiomyozyten auf Vor- respektive Nachlasterhöhung beeinflussen. 
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2 Material und Methoden 
Die mir zur weiteren in silico Bearbeitung zur Verfügung gestellten Daten sind das Ergebnis 
eines Working Heart Models mit standardisierter Vor- und Nachlasterhöhung und einer 
massenspektrometrie-basierten OxICAT-Analyse, welche bei Kooperationspartnern am 
Universitätsklinikum des Saarlandes und der Ruhr-Universität Bochum durchgeführt 
worden sind. Die Kooperationspartner publizierten beide Methoden bereits (14, 27). Um 
meine darauf aufbauenden Analysen einordnen zu können, stelle ich die Eckpunkte im 
Folgenden kurz dar.  
2.1 Versuchstiere 
Für das Experiment wurden insgesamt 91 Versuchstiere aus vier unterschiedlichen 
Genotypen verwendet. C57BL/6N-Mäuse (Charles River) besitzen das NNT-codierende 
Gen, während bei C57BL/6J-Mäusen dieses Gen fehlt. Die Aktivität der NNT ist bei N-
Mäusen im kardialen Gewebe am höchsten, während sie bei J-Mäusen in allen Geweben 
fehlt. Auf Grundlage der J-Mäuse wurde ein echter Knockout der NNT geschaffen  
(NNT(-/-)) und dieser im letzten Genotyp reexprimiert (NNT (+/+)). Die Zustimmung der 
zuständigen Tierschutzkommission lag vor.  
2.2 Working Heart Model 
Die Untersuchungen am isolierten Herzen wurden wie bereits früher beschrieben 
durchgeführt (14, 28). Murine Herzen wurden über die Aorta und den linken Vorhof 
kanüliert. Bei konstant 37°C wurde mit 400 Schlägen/Minute stimuliert (28). 
 
Abbildung 5: Darstellung der Vor- und Nachlasterhöhung im Working Heart Model 
(29) Mit freundlicher Genehmigung der American Society for Clinical Investigation. 
Bei den Vorlast-Versuchstieren wurde die Vorlast von 10 mmHg auf bis zu 30 mmHg 
erhöht, während die Nachlast konstant bei 80 mmHg gehalten wurde. In der Gruppe der 
Nachlast-Versuchstiere wurde die Nachlast von 80 mmHg auf 120 mmHg erhöht, während 
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die Vorlast konstant gehalten wurde. In den Kontroll-Gruppen blieben Vorlast und Nachlast 
für die Untersuchungszeit konstant. Nach 15 Minuten Versuchszeit wurde das Gewebe 







C57BL/6N 9 8 10  
C57BL/6J 11 7 10  
NNT(-/-) 7 7 7  
NNT(+/+) 5 5 5  
Tabelle 1: Genotypen und experimentelle Behandlung der analysierten Tiere 
 
2.3 Die OxICAT-Methode 
Die OxICAT-Methode dient dazu, das Verhältnis von reduzierten zu oxidierten Thiol-
Gruppen in Proteinen zu bestimmen. Dazu nutzt man einen Marker, den isotope coded 
affinity tag (ICAT). Das Reagens des leichten ICAT enthält neun 12C-Atome, während das 
Reagens des schweren ICAT neun 13C-Atome enthält. Somit haben beide Formen des Tags 
die gleichen chemischen Eigenschaften und unterschieden sich nur in der Masse von 9 
Dalton. Mit dieser Methode ist es möglich, reduzierte Thiol-Gruppen mit der leichten Form 
des ICAT (light-ICAT) zu versehen, während oxidierte Thiol-Gruppen die schwere Form 
des ICAT (heavy-ICAT) erhalten (27). 
Nach dem Auftauen des gefrorenen (linksventrikulären) Gewebes erfolgte die 
Denaturierung der Proteine. Nun wurden die Zellen mit der leichten Form des ICAT 
behandelt und damit alle reduzierten Thiol-Gruppen markiert (Schritt 3 in Abbildung 6). 
Alle übrig gebliebenen oxidierten Thiol-Gruppen wurden nun mit  
Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) reduziert (Schritt 4). Somit konnten die zu Beginn 
oxidierten Thiol-Gruppen nun mit der schweren Form des ICAT behandelt und markiert 
werden (Schritt 5). Nach erfolgtem Trypsin-Verdau und Aufreinigung der markierten 
Peptide, konnte die massenspektrometrische Analyse erfolgen (Schritt 6-8) (27). 
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Abbildung 6: Prinzip der OxICAT-Methode a) Links ein Protein mit reduzierten 
Thiolgruppen; rechts ein Protein mit einer oxidierten und einer reduzierten Thiol-Gruppe. 
Nach Denaturierung folgt das Labeling der reduzierten Thiol-Gruppen mit dem light-ICAT 
(b). Durch Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) werden oxidierte Thiol-Gruppen reduziert 
(c) und anschließend durch Zugabe des heavy-ICAT gelabelt. Vorher reduzierte Thiol-
Gruppen sind nun mit dem light-ICAT, während zuvor oxidierte Gruppen mit dem heavy-
ICAT gelabelt sind. Die Proteine sind unabhängig ihres vorherigen Oxidationsniveaus 
chemisch identisch. In der nachfolgenden Massenspektrometrie (MS) zeigen zuvor oxidierte 
Thiol-Gruppen eine Verschiebung von 9 Dalton im Massenspektrum. GSNO, S-
Nitrosoglutathion (27). Mit freundlicher Genehmigung des Springer Nature-Verlages. 
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2.4 Massenspektrometrische Analyse 
Massenspektrometer bestehen grundsätzlich aus drei Bestandteilen: die Ionenquelle bringt 
die zu untersuchenden Moleküle in eine ionisierte Form. Die Ionen gelangen dann in den 
Analysator, der die Ionen nach ihrem Masse-Ladungs-Verhältnis (m/z) aufteilt. Der dritte 
Bestandteil ist der Detektor, der die separierten Ionen erfasst. Es gibt unterschiedliche 
Methoden zur Ionisierung und Analyse der Ionen. Im vorliegenden Versuch wurde eine 
sogenannte MALDI-TOFTOF-Analyse durchgeführt. Bei der Matrix-unterstützten Laser-
Desorption/Ionisation (MALDI) werden die Moleküle in eine Matrix eingebracht, mit einem 
Laser beschossen und dadurch ionisiert. Die Time-of-flight(TOF)-Analyse der Ionen 
berechnet das Verhältnis von Masse zu Ladung anhand der Zeit, die die Ionen zum Durchlauf 
durch die Röhre benötigen (30).  
Die Tandem-Massenspektrometrie, bei der zwei Massenspektrometrien hintereinander 
geschaltet werden (in diesem Falle TOFTOF), dient sowohl der Identifizierung, als auch der 
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2.5 Auswertung der Massenspektren 
Anhand der Abbildung 7 soll schematisch gezeigt werden, wie die Massenspektren 
ausgewertet wurden. 
 
Abbildung 7: Prozess der Auswertung am Beispiel der N-Vorlast-gegen-Kontroll-Tiere 
 
2.5.1 Identifizierung der Peptide 
Die Identifizierung der Peptide erfolgte mittels des Programmes MaxQuant (Version 1.6.1.0, 
Max-Plank-Institut, München, Deutschland). Hierbei wurden die Massenspektren aller 
Individuen zweier Behandlungs-Gruppen innerhalb eines Genotyps in das Programm 
eingepflegt, am Beispiel der Abbildung 7 die Massenspektren der 9 Kontroll- und der 8 
Vorlast-Tiere (siehe auch Tabelle 1). Die Software erstellte bei jedem der vier Genotypen 
eine Liste derer Peptide, die im Vergleich von Vorlast- gegen Kontrolle, beziehungsweise 
Vorlast- gegen Nachlast identifiziert wurden (im Beispiel 5749 Peptide). Als Vorlage diente 
ein FASTA-File, das alle bisher bekannten Proteine der Spezies Mus Musculus aus der 
Datenbank Uniprot.org (32) beinhaltete (Download der Datei am 18.04.2018). 
 
17 Massenspektren 
5749 Peptide identifiziert 
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2.5.2 Prüfkriterien 
Bei allen identifizierten Peptiden habe ich mittels Excel 2016 (Microsoft, Redmond, USA) 
den Anteil an oxidierten Thiol-Gruppen zur Gesamtanzahl der Thiolgruppen ermittelt. 
Anhand dieser Anteile berechnete ich in beiden Versuchsgruppen sowohl den Mittelwert als 
auch die Standardabweichung. Als technisch invalide betrachteten wir in den Individuen die 
Ergebnisse, bei denen weder reduzierte noch oxidierte Thiol-Gruppen erfasst wurden, da bei 
der Berechnung des Verhältnisses von oxidierten Thiol-Gruppen zur Gesamtzahl (Oxidiert 
/ Oxidiert + Reduziert) keine 0 im Nenner stehen kann. Für die weitere Analyse kamen nur 
Peptide infrage, bei denen in jeder Behandlungs-Gruppe maximal zwei solcher technisch 
invaliden Individuen vorkamen. Bei Genotypen, die pro Behandlungs-Gruppe sechs oder 
mehr Individuen aufwiesen, schlossen wir auch Peptide ein, die in jeder Gruppe bei maximal 
drei Tieren solche technisch invaliden Ergebnisse aufwiesen. Ebenso wurde mit den 
Genotypen verfahren, die pro Gruppe acht oder mehr Individuen aufwiesen – hier konnten 
wir die Peptide einschließen, die jeweils bei maximal vier Individuen eine ungültige Division 
zeigten. 
Bei allen nun eingeschlossenen Peptiden habe ich mittels t-Test den Unterschied der 
Mittelwerte auf Signifikanz getestet. Hierbei wurde ein zweiseitiges Signifikanz-Niveau von 
p<0,05 akzeptiert. Alle Peptide, die ein solches Signifikanz-Niveau erzielten, wurden in die 
weitere Überprüfung aufgenommen. Des Weiteren wurden auch die Peptide mit in die 
Überprüfung eingeschlossen, bei denen der Unterschied der Mittelwerte zwischen beiden 
verglichenen Behandlungs-Gruppen größer als 0,2 (also 20 Prozent) war.  
Im Beispiel haben 35 Peptide den Einschlusskriterien entsprochen (vgl. Abbildung 7). 
Im Verlauf des Projekts entschieden wir uns dafür, engere Prüfkriterien anzuwenden. Wir 
reduzierten die zu überprüfenden Peptide, indem wir nur diejenigen in die Überprüfung 
einschlossen, die sowohl ein Signifikanz-Niveau p<0,05, als auch einen Unterschied der 
Mittelwerte größer 20 Prozent zeigten. 
 
Die Software MaxQuant identifiziert die Peptide nicht nur, sondern quantifiziert auch die 
jeweils light oder heavy ICAT-gelabelten Peptide. Diese Quantifizierung zeigt allerdings 
eine Fehlerquote von etwa 50% falsch-positiven Treffern. Deshalb war es notwendig, die 
quantitativen Ergebnisse der eingeschlossenen Peptide händisch zu validieren. 
